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La prSsente invention est relative ^ des undecapepti- . 
des cycliques* analogues de la somatostatine et k lerxo synthese 
par une conuoinaiscn de la m^thode en phase solide et de la metho- 
de classique de synthese des peptides. 
5 La somatostatine (connue 6galement sous le nom de fac- 

teur inhibiteur de la liberation de somatotropine ou SRIF) est le 

t6trad6capep tide ; ^ 

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH. 

On a identifi6 ce tetradecapeptide en I'isolant d'ex- 

10 traits de tissus hypothalamiques d'animaux de la race bovine et 

• on a trouve qu'il inhibe la secretion de I'hormone somatotropine 

que I'on d^signe couraimnent par hormone de croissance (GH) ; voir 

Brazeau et consort. Science, 179. pages 77-79 (janvier 1973). 

Brazeau et consort (citation prec^dente). ont sigaale ggalement 

15 que la- forme lin^aire de ce t4tradicapeptide : 

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH 

• -a gtg-synthStis6e -par .une methodologie.^n phase iolide.et qu'elle 

presente la mSme -activity . biologique que la somatostatine obtenue 

d'une source naturelle. Dans la demande de brevet aux Etats-Unis 

20 d'Amerique n.» 430.441 du 3 janvier 1974. qui a d61ivree sous 

le n» 3.882 .098, on a d^crit 1* undecapeptide Des-Ala -Gly -Asn 
SRIF et sa forme oxydee, et dans la demande de brevet des Etats- 
Unis d'Amerique n« 457.038 du 1 avril 1974, on a decrit le dode- 
capeptide Des-Ala^-Gly^-SRIF et sa forme oxydee. 

2 5 Des analogues cycliques de somatostatine, ne contenant 

pas de cysteine, n'ont pas ete decrits dans la littSrature antS- 
rieure. Les und^capeptides cycliques de la presente invention 
comportent une structure cyclique qui ne. contient pas de soufre 
mais bien du carbone a titre d'SlSment. du noyau et qui en outre 

30 ne comporte pas les aminoacides des positions 1 et 2 de la soma- 
tostatine (jc'est-a-dire Ala et Gly). 

Les und^capeptides cycliques de la presente invention, 
qui empechent la secretion de I'hormone somatotropine , sont re- 
pr6sent6s par la formule : 
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0=C <^ '-^2 ^ n 

HN I 
H N{CH,),-iH-C-Asrv-^^Phe-Rp-Li..-Thr-Phe-Thr-Ser-NH-CH-C02H (l) 
2.24 II 
O 

5 dans laqueTle Trp repr^sente le D-tryptophyle ou le L-tryptophy le 
et tous les autres aminoacides sont de la configuration L. 1' in- 
vention englobant egalement les sels d' addition d'acide non toxi- 
ques des composes precedents. Dans cette formule, n est un nom- 
bre entier de 1 & 5 ; lorsque n est 6gal ^ 1. 1' aminoacide C-ter- 

10 minal est I'acide aspartique; lorsq.ue n est egal a 2, I'amino- 
acide C-terminal est I'acide glutamique ; lorsque n est ^gal a 3. 
I'aminoacide C-terminal est I'acide c-aminoadipique- ; lorsque n 
est egal a 4, I'aminoacide C-terminal est I'acide a-aminopime li- 
que y. et lorsque n est egal h.S, I'aminoacide C-terminal est • 

15 I'acide a-aminosul.6rique. Le composi pr^f^r^ suivant la formule 
I susdite est le compose pour lequel n est 6gal i 2. 

Des-exemples de- sels d.' addition- d ' acide .^pnt-ie chlor- 
hydrate, le bromhydrate , le sulfate, le phospTiate, le maleate. 
I'acState, le citrate, le ben^oate,- le succinate, le malate. 

20 1' ascorbate,- etc. 

La nomenclature utilisee pour dSfinir les peptides suit 
celle qui a ete adoptee par Schroder «^ Lubke dans "The Peptides". 
1, pages VIII-XXIX (Academic Press 1965). Tous les restes d' ami- 
noacides chiraux. identifies par la formule I et les autres for- 

25 mules pr^sent^es par la suite sont de la configuration naturelle 
ou configuration L. sauf pour le Trp, qui est facultativement de 

la configuration L ou D. . - 

La presente invention se rapporte Egalement a de nou- 

veaux d^capeptides de la formule : 4 5 6 

30 R-Lys(R^)-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(R2)-Thr(R^)-Phe-Thr(R )-Ser(R )-R 

(II) 

dans laquelle'R designe un groupe protecteur a-aTnino. Les grou- 
pes protecteurs a-amino envisages pour R sont les groupes connus 
comme etant d'un int^ret en pratique dans la synthese graduelle 
35 des polypeptides. Parmi les classes de groupes protecteurs a- 
amino englobes par R, on peut citer : (1) les groupes protecteurs 
du type acyle illustres par les groupes suivants : formyle, trx- 
fluoroacdtylo, phtalyle. toluenesulf onyle (tosyle). benzenesulf o- 



nyle , nitrophenylsulf enyle , tritylsulfenyle/ O-nitrophenoxyace ty- 
le, Y-chlorobutyryle , etc. ; (2) les groupes protecteurs du type 
ur^thanne aromat iques , illustres- par le benzy loxycarbonyle et les 
benzyloxycarbonyles substitues, tels que : p-chlorobenzyloxycarbo 
5 nyle, p-nitrobenzy loxycarbonyle , p-bromobenzyloxycarbonyle , p-m4- 
thoxybenzy loxycarbonyle, 1- (p-biphenylyl) - l-me thylethoxycarbonyle 
a,a-dimethyl-3 , 5-dime thoxybenzyloxycarbonyle et benzhydry loxycar- 
bonyle ; (3) les groupes protecteurs du type ufethanne aromati- 
ques illustres par : ter-butyloxycarbonyle , diisopropylme thoxy- 
10 carbonyle , isopropyloxycarbonyle , e thoxycafbonyle*, ally loxycarbo- 
nyle ; (4) les groupes protecteurs du type urethanne cycloa Iccyli- 
ques , illustres par : cyclopentyloxycarbonyle , adamantyloxycarbo- 
nyle, cyclohexyloxycarbony le ; (5) les groupes protecteurs da type 
thio urSthanne , tels que le pheny Ithiocarbonyle ; (6) les groupes 

.15 protecteurs du type alcoyle, tels qu' illustres par le triphenyl- 
methyle (trityle), le benzy le ; (7) les groupes de trialcoylsJLla- 
ne, -tels que- JLe • trimethylsilane . : I;e -groupe protectevur a-amino 
prefere.pour R est Ae ter-butyloxycarbonyle, 

Dans la formule precedente, designe un groupe pro- 

20 tecteur pour, le sObstituant amino de chalne laterale de la lysine 
Des exemples de groupes protecteurs appropries du substituant 
amino de chalne laterale sent le benzy loxycarbonyle et les ben- 
zyloxycarbonyles substitues, le substituant etant choisi parmi 
les radicaux halo (par exemple chloro, brorao, fluoro) et nitro 

2 5 (par exemple 2 -chlorobenzy loxycarbonyle, p^nitrobenzyloxycarbony- 
le , 3 , 4-dichlorobenzy loxycarbonyle), tosyle , t-amyloxycarbonyle , 
t-butyloxycarbonyle , diisopropylme thoxycarbonyle , etc. le choix 
de ce groupe protecteur du substituant amino de chalne laterale 
n'est pas critique sauf qu'il doit s'agir d'un groupe qui n'est 

30 pas enleve durant la separation du groupe protecteur a-amino au 
cours de la synthese jusqu'a obtention de 1" undecapept ide cycli- 
que repondant a la sequence desiree d ' aminoacides . De ce fait, 
le groupe protecteur a-amino et le groupe protecteur R du sub- 
situant amino de la chalne laterale de la lysine,- designe par R^, 

35 ne peuvent pas Stre identicues, 

2 

Dans la formulo precedente, R est choisi parmi les 
groupes protecteurs de lysine, definis par R^. 

R , R et R sont des groupes protecteurs pour le grou- 
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pe hydroxyle alcoolique de la threonine et de la serine et ils 
sont choisis parmi I'acetyle, Ic benzoyle, le butyle tertiaire, 
le trityle, le benzyls, le dichloro-2,6 benzyle et le benzyloxy- 
carbonyle. .Le groupe protecteur prefere dans ce cas est le ben- 
5 zyle ; et/ou et/ou R^ peuvent aussi representer de 1 'hydro- 
gene, ce qui signifie alors qu'il n'y b pas de groupe protecteur 
sur la fonct ion hydroxyle alcoolique. 

R^ est choisi parmi OH, NHNH^. N3, OCH3 et 



10 




15 . 

Le support de resine de. polystyrene est de preference 
constitu^. par'\m:polLiTTiere/Taer,s±yrene:^^^^ 1 ^ ^ de .di- 

vinylbenzene ^ titre dVagent de xeticulatlon, ce qui amene le po- 
lymere de polystyrene a ^tre totalement insolub>le dans certains 

20 solvants organiques. 'Le polymere de polystyrene est compose de 

longues chaines d' alcoyles , portant un noyau de phSnyle. sur un car- 
bone sur deux et le reste d'aminoacide terminal (Ser) est reuni 
par une liaison carbone-carbone covalente a ces noyaux de ph^nyle. 
Les chaines d'alcoyles sont reticulees a peu pres sur chaque cin- 

25quantieme atome de carbone par des restes de p-die thylphenyle , 
derivant du diviny Ibenzene . 

La pr^scnte invention se rapporte egalement a de nou- 
veaux undecapeptides de la formule : 



R^O-C=0 



30 



R"^-Lys(R^-Asn-Phe-Phe-Trp-Xys{J^)-Thr{i?)-I^e-Thr(RV 



i ^ ^ 

(III) 8 I ^ 

R 0-C=0 



dans laquelle R^ est choisi parmi I'hydrogene et les groupes prc- 

35 tecteurs a-amino definis par R ; R^, R^ , R"^, r"^ et R^ ont la mome 

8 

signification que dans le cas de la formule J[I ; R designe I'hy- 
drogene ou un groupe protecteur carboxyle de chalne laterale, qui 
est enleve sous des conditions qui ne s^pareront pas le groupe 



protecteur a-carboxyle. R^. De ce fait, R^ et R^ ne peuvent pas 
representer un mSme groupe protecteur. Des exenples de croupes 
protecteurs carboxyles de chalne laterale, representant R®, sont 
le butyle tertiaire, le benzhydryle et le methyle ; R^ est un 
5 groupe protecteur a-carboxyle. Le groupe protecteur a-carboxyle 
represente par R est un groupe qui est stable sous les conditions 
qui (1) s^parent le groupe protecteur carboxyle R^, s'il y en a 
un, et (2) separent tout groupe protecteur a-amino' se trouvant 
sur le groupe lysyle de la partie N-terminale du peptide. Le 

Q 

10 groupe protecteur carboxyle R est illustre par les alcoyles C^-C 

1 6 

(par exemple methyle, ethyle, butyle, pentyle, isobutyle), le 

benzyle, les benzyles substitues (comportant au moins un substi- 

tuant des groupes nitro, methoxy et ir^thyle, de sorte qu'il 

s'agit par exemple du p-ne thoxybenzyle , du 2 ,4-diinethoxybenzyle, 

15 du p-nitrobenzyle, du 2 ,4, 6-triinethylbenzyle) , le phenacyle, le 

phtaliinidoir.ethyle , le benzhydryle, le trichloroe thyle, le 4-pico- 

. lyle,. JLe.^-jne±hyltbloethyJ.e..et..le 4-.(me±hyJ^ Le grou- 

9 

pe R prefere est le benzyle. 

.La prfisente invention englobe egalement des composes 

20 repondant ^ -la fornjule : 

0=C ■ — {^^2'n 

I 

j O . 

CH-C-Asn-Phe-Phe-Tr-p-LysCR^-Thr (R^Phe -Thr {R'^)-Ser (RVrH-CH-CQ^^^ 



25 



dans laquelle R*^, R^ et R^ ont la signification donnee pour la 

formule II ; R^*^ est choisi parmi I'hydrogene et les groupes de- 
1 11 . 
30 signSs par R ; R est choisi parmi I'hydrogene et les groupes 

9 12 • 

designes par R ; et R est choisi parmi I'hydrogene et les grou- 
pes d^signes par R^ , a la. condition qu'au moins I'un des R"^, R^, 
R , R ^, R*^^ et R*^^ soit different de I'hydrogene. 

On prepare les nouveaux decapeptides de la formule II 
35 en utilisant une synthese en phase solide. On commence la syn- 
these a partir de I'extremite C-terminale du peptide en utilisant 
une resine protegee par a-anino. On peut preparer une telle ma- 
tiere de depart en attachant une serine protegee par a-amino a 
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6 

une risine chloromethy l^e ou une resine hydroxymethylee. La pre- 
paration de la resine hydroxy-ethylee a ete d^crite par Bodans- 
zKy et consort. Chem. Ind. (Londros) 33. 1597-98 (1966 ) . Une ri- 
sine chloroK.ethyl6e est disponible sur" le n>archi en provenance de 
la society Bio Rad Laboratories, Richmond. Californie. et la pre- 
paration d'une telle risine a ete decrite par Stevart et consort, 
■■solid Phase peptide Synthesis" (Freeman 2^ Co.. San Francisco. 
1969) Chapitre 1.. pages 1-6. La serine protSgie par a-amino et 
en chime laterale est combinee avec la risine chloro:.ethy lie 
lO suivant la procide de Gisin. Helv. 56. pages 1476 (1973). Apres 
la conO^inaison de cette. sirine avec le support de risine. on en- 
leve le groupe protecteur a-a.ino. par exen,ple en utilisant oe 
l-acide trifluoroacitique dans du chlorure de mithyline. de 1 ac- 
de trifluoroacitique seul ou du HCl dans du dioxane. La suppres- 
15 sion de la protection est rialisie a une te.pirature co.pr.se en- 
tre environ O'C et la ten>pirature ambiante. D'autres riactafs et 
conditions classiques .de :sipara.1:lon, -pern^l^tant. Venleven^nt de 
groupes protecteuxs a.amino particuliexs. peuvent s^utiliser. com- 
.e dicrit notamxnent par Schroder ^, LubKe. citation pricidente. 1. 
20 paces 72-75.- Apres , separation du groupe protecteur a-an>ino. les 
amlnoacides protegis par a-an,ino restants sont coxnbinis de nanxe- 
re graduelie dans I'ordre disiri en vue d'obtenir un con.pose de^ 
la for^ule (II) ou bien a titre de variante de I'addition siparee 
de chaque aminoacide au cours de la synthase, certains de ces 
2 5 aminoacides peuvent^tre co.binis avant I'addition a la riactxon 
en phase solide. Le choix d'un reactif approprii de con^.na.son 
est du domaine de I'expirience courante. Un riactif de con^xna.- 
son particulieren^ent approprii est le N .N^-diisopropyl carbod.x- 
„.ide. Conune xnentionni pricidenunent , les riactif s activants u.x- 
30 lisisdans la synthese decrite ci-dessus sont les riactif s b.en 
connus dans la technique -das peptides. De.s exen,ples de ces reac- 
tifs sont : (1) les carbodiimides (par exeir.ple N.N -dicyclohexyl. 
carbodiimide. N-ithyl n^- (Y-diinithylamino propyl carbodiin».dc ) ; 
(2) les cyanamides (par excmplc N.N-dibenzylcyanamide ) ; (3) les^ 
35 cecenin^ines : (4) les sols d' isoxazolium (par exenple N-ithyl-5- 

-.1 =nifonate - (5) les amides hitirocycliques 

phenyl isoxazoliunv-3 -sulfonate . \:>i 

contenant de 1' azote monocyclique . de type aromatique. conte- 

nant 1 a 4 atomes d'azote dans le noyau, par exen.ple les xmxdazo- 
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lides, les pyrazolides, les 1 , 2 , 4-triazolides . Des amides hete- 
rocycliques interessants sont N , N^-carbonyldiimidazole , N,N^- 
carbonyl-di-1,2 ,4-triazole ; (6) les acetylenes alcoxyles (par. 
exemple ethpxyace tylene ) ; (7) les r^actifs qui forment un anhy- 
5 dride mixte avec le fragment de carboxyle de I'aminoacide (par 
exemple le chlorof ormiate d'ethyle, le chlorof ormiate d • isobutyle); 
et (8) les composes he terocycliques contenant de 1' azote, compor- 
tant un groupe hydroxy sur un azote du noyau (par exemple N-hy- 
droxyphtalimide , N-hydroxysuccinimide , • 1-hydroxybenzotriazole ) , 
10 D'autres. r^actifs activants et leur utilisation dans la combinai- 
son des peptides sont decrits par Schroder £ Lubke, supra, Chapi- 
tre III et par Kapoor, J. Pharm, Sci., S^i, pages 1-27, (1970). 

^ Chaque aminoacide prot6g6 ou sequence d* aminoacides est 
introduit dans la reaction en phase solide en un exces d" environ 
15 4 fpis et on realise la combinaison dans un milieu de dimethyl- 
formamide/chlorure de methylene (1/1) ou dans du dime thylformarai- 
. -de. seul .ou du-chlorure ■ de me-thylene seul.. JDans* les cas oii une 
combJLnais on., incomplete se devjeloppe , ..le. precede de x:omb±naison 
est repete avant enlevement du groupe prptec teur a-amino, et ce 
20 avant la combinaison de I'aminoacide zsuivant a la reaction en 
phase solide. Le. succes de la reaction de combinaison, ^ chaque 
stade de la synthese, est surveill^ par la reaction a la ninhy- 
drine, comme d^crit par E. Kaiser et consort, Analyt. Biochem. , 
34_, 595 (1970), 

25 Apres obtention de la sequence desiree d ' aminoacides 

de la formule II, on separe le peptide de la resine. Ceci peut 
se realiser par methanolyse pour obtenir un compose repondant a 
la formule : 

R-Lys(Rb-Asn- Phe-Phe-Trp-Lys (RVlhr (R'^)-Phe--lhr (R^-Ser (rVoch^ 
.30 puis I'ester methylique C-terminal est converti en.l'acide cor- 
-respoTidant par hydrolyse, cette operation etant suivie par I'ac- 
tivation du groupe carboxyle et la formation de I'hydrazide par 
des methodes class iques- de la synthese des peptides en vue d' ob- 
tenir un compose de la formule III. Toutefois, le precede prefe- 
35 re pour 1' obtention d'un compose de la formule I est un precede 
se developpant suivant le schema de reactions donne a la fin de 
la presento description.. En considerant ce schema, un decapepti- 
de lie a une resine de la formule R-Lys (R*^) -Asn-Phe-phe-Trp- 
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Lys(R2)-Thr(R^)-Phe-Thr(R^-Ser(R5)-o-cn2-support de resine de 
polystyrene (A) est convert! en I'hydrazide correspondant de la 
formole R-Lys (R^) -Asn-Phe-?he-Trp-Lys (R^ ) -Thr (R )-Phe-Thr(R )- 
Ser(R^)-NHNH2 (B) par reaction avec de ^hydrazine. On conver- 
5 tit alors I'hydrazide de forn>ule B en I'azide correspondant^de la 
. formule R-Lys (R^)-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (r' )-Thr (R )-Phe-Thr{R )- 
Ser(R^)-N (C) par reaction avec un reactif qui fournit de 
I'acide nitreux in situ. Des reactifs appropries a; cet effet 
sont les nitrites' d'alcoyles infSrieurs (par exemple le nitrite 
10 de t-l3Utyle, le nitrite d'isoamyle) ou un nitrite de Hiatal alca- 
lin (par exemple du nitrite de sodium, du nitrite de potassium) 
en presence d'un acide fort, tel que de I'acide chlorhydrique , de 
I'acide phosphorique, de I'acide sulfonique. etc. Cette reaction. 
estrealis6e en presence d'eau et/ou d'un solvant non aqueux, tel 
15 que du dim^thylformamide , du tStrahydrofuranne, du dioxane, du 
cHloroforme, du chlorure de methylene, etc., S une temperature 
comprise -entxe environ -40«'.C et .+20»C. L'azide de la formule C, 
qui n'est de preference pas isol6 du jnilieu de reaction, est 
alors combing avec un-amiTioacide de la formule s 
20 - • cO,R® 

H2N-CH-CO2R 

dans laquelle n est un nombre entier de 1 ^ 5. pour obtenir un 
2 5 und^capeptide de la formule : 

O 

9 « 
R O-C 

R-Lys (R""")- Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (R^)-Thr(R^-Phe-Thr(R^- Ser(R^-NH-CH 

30 ■ . a i 

R°0-C 

• - . ii 

(E) O 
cette combinaison est realisee S une tempirature com- 
prise entre environ -50»C et +:-.0»C, de preference entre environ 

35 -25''C et ^-lO'C. 

On fait ensuite reagir 1 ' undecapeptide de formule (E ) 
avec un reactif de separation qui libdrera Ic groupe protecteur 
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a-amino se trouvant sur la lysine, ainsi que le groupe protecteur 
carboxyJ 
for mule 



8 ^ 
carboxyle R , s * il y en a un, et ce pour donner un compose de la 



9 H 

5 R O-C 



H-Lys(RVAsn-l'he -She-Tip- Lys (I^-a*hr vR'^)-Kie-Thr(R'^-Ser{R^ -NK-CH 

• (F) 



(?«2^n 



HO-C 

II - 

10 o 

II est essentiel"que le reactif de separation soit un 

reactif ne liberant pas, a ce stade de la synthese, les groupes 

1 2 

protecteurs a-amino de chaine lat^rale . R et R , se trouvant 
sur les restes de I'aminoacide lysine dans les positions 1 et 6 
15 de 1* undecapeptide , ni le groupe protecteur a-carboxyle represen- 
t^ par R . si ces groupes protecteurs e taient separes a ce stade, 
-JLa cyclisation deslxee de la phase suivante du precede ne se de- 
velopperait pas, Un xeacti£ de -s6para.t±on . particulierement ap- 
propriS est I'acide trif luorpacS t ique , lorscue R represente le 
•20 t-butyloxyca-rbonyle , R represente le butyle tertiaire, R repre- 

q 

sente le 2 -chlorobenzyloxycarbonyle et R represente le benzyle. 
Le choix d'un reactif compatible pour la separation des divers 
groupes protecteurs bien connus a-amino et en chaine lat^rale est 
d^crit par Schroder X: Lubke , supra, 1, pages 72-75. Bien qu'il 
2 5 soit preferable que les groupes. protecteurs quelconques en chaine 
laterale, repr^sent^s par R^ , R^ , R^ et R^, ne soient pas separes 
durant la formation d'un compost de la formule F, de tels groupes 
peuvent toutefois etre separes, si on le desire, pour obtenir un 
compost de la formule : • 

K-Lys (R*^) -Asn-Phe-phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr— Ser-N'H-CHCO^R^ 

I ^ 

CO-H 

(F-1) 2 

35 . Le compose de formule F est alors cyclist pour produire 

un compose de la formule : 
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0=C — (^^2 ^ n . 

■I 

HN O 

- I - 
5 .{CH^)^ 

HN-R^ • (G) ■ 

Cette cyclisation est de preference rSalisee en utili- 
• sant du N, N^-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et du N-hydroxybenzo- 

10 triazole en presence d'un solvant organique, dans un intervalle 
de temperatures de -40*C a +20*^0. Des solvants appropries sont 
le dime thylforT.amide , le dichlorome thane , le chlorof orme , le 
dioxane, le te trahydrof uranne et leurs melanges. On peut egale— 
ment utiliser d'autres r^actifs de cyclisation, exemplifies no- 

.15 tamment par les reactifs de combinaison decrits ci-dessus en 
liaison avec la preparation du decapept ide-resine, ainsi que 
ceux decrits -pax Kopple, :j,.:T>harin, /.ScieTice , SI : pages 'J.343-1356 
(1972). 

On convertit alors un compose de formula IV en un com- 

20 pose de formule I, par separation du grouoe protecteur amino de 

chalne latdrale R , ainsi que du groupe protecteur c-carboxyle R , 

■ en Tneme temps que les groupes protecteurs quelconques representes 

par R^, R^, r"^ et R^. Un systeme part iculierement approprie de 

separation est constitue par de I'hydrogene sur un catalyseur de 

2 5 palladium, La^ phase de separation, si on le desire, peut Stre 

realisee de maniere graduelle par le choix d*un reactif qui ne 

9 

separera que le groupe protecteur a-carboxyle R , avec ensuite 

utilisation d'un reactif qui separera le groupe protecteur R et 

les autres groupes protecteurs de chaine laterale quelconques. A 

30 titre de variante, les groupes R ^peuvent etre separes d*abord, 

avec ensuite separation simultanee ou de maniere sequentlelle des 

' 9 • 

autres groupes protecteurs*, notamment du groupe R . Le choix de 
reactifs appropries de separation, que I'on peut utiliser et qui 
sont compatibles avec le groupe particulier a-carboxyle et de 
35 chain'^ ]?terale, a et^ decrit par Schroeder ^ Lubke, supra, pages 
72-75. 

Une autre methode de preparation des composes de la 
formula (IV) consiste a ccnvertir un compose repondant a la for- 
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mule : . . 

R 0-C=0 

R-Lys (R'S -Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (I^)- Thr (rV Phe-Thr (R^- Ser (R^)-NH-CH 

' • I 

5 I ^ 

MeO-C=0 

13 9 
dans laquelle R est choisi parmi I'hydrogene et R , et Me desi- 

gne le mSthyle, en I'hydrazide correspondant par reaction avec de 

1 'hydrazine pour obtenir : . • • 

R 0"C=0 

10 . • , I 

R-Lys (Rl- Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(I?)-Ihr (R"^-Phe-Thr(RVser (R^)-NH-CH 

• I 

. I 2 n 

H2NHN"C=0 

15 avec ensuite conversion de ce compost en I'azide correspondant par 
reaction avec un reactif qui donnera de I'acide nitreux in situ, 
-de 2a manidre .dScrite precedemment . On cyclise alors .1 *azide 
apres separation prealable du groupe protecteur a-amino se trou- 
^ant sur la lysine, 
20 Les matieres, representees par la formule D sont des ma- 

tieres connues de la technique ant^rieure et/ou' on peut les pre- 
parer ais^ment par des techniques traditionnelles pour des amino- 
acides non proteges bien connus, notamment I'acide aspartique, 
I'acide glutamique, I'acide a-aminoadipique , I'acide a-aminopime- 
2 5 lique et I'acide a-aminosub^r ique . La preparation de ces amino- 
acides a ^te decrite par Farkasova et consort. Col. Czechoslov. 
Chem. Cormnun. 30, 3117 (1965). La preparation d'esters proteges 
par a»-carboxyle a ete decrite par Schroder et consort, Annalen 
J673, pages 196, 208 (1964) et Rudinger et consort, Col. Czechos- 
30 lov. Chem. Commun. 32^, 12 2 9 (1967), 

Xes Jixemples suivants. il'lus treront encore plus complete- 
ment la preparation des composes de la presente invention. 

ExGmple 1 

a-N-t-B ut yloxycarbonyl.^--2 ■chloroBe n zyloxycar.bonyl' -L-iysyl-L-aspa - 

raqinvl -L--phenvlnlanvl-L-phenylalanyl-L-tryptophyl-e"2-chloroben-. 

2vlo:<vcarb onvl--L-lvsvl-0-bcnzvl-L-threonvl-L-phenylalanyl-Q-ben- 

zvl-L-thre onvl-O-benzvl-L-servl-hydroxvmethvl-resine de polysty- 
rene 
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On esi 



„„ =^t4ri£ie lO g ae r6sine d« pdystyrina c),l=ro:,^thy- 
i k^.c le sel ae cesium de Boc-Ser (B2I) -OH 
lee (Lab Systems, inc.) avec le sel ,.„m973! On 

(, 5 n»oles) cc™,e aecrit par Gisin. Helv. 56. 1476 On 
Tnllyse l.a.inoeciae-r4sine par. une analyse .uant.tat.ve aes a.x- 



-•aes et on a trouvi qu-il y a 0.40 .»ole ae serine par gra^ne. 
" on ;raite cet ester poly^.re suivant la »lan. pour l'^-™" 
Tion ae Boc-Thr<Bzl)OH, Bo=-Pl,e-OH, BocThr (Bzl ,-OH.. Boc-I.ys (Clz - 
;rBc=-Tr.p-OH. B0=-P.e-0„. Bo=-Phe-OH. X. reste a'aspara^xne est 
.„;roauit sous la .cr^ a.ester p-nitrop«nyU,.e 
10 Asn-OKP. suivant le £la^ et finale„ent le Bo=-I.ys (Clzl OH 
vant le plan A . 

f^.raite ae la f..on suivante l.s ter . poly..re Boc-Ser (B.l . -O- 
r. = ine, . raison ae lo , 4.,uivalents . 4 ™.oles ae ser.ne/, . 

15 2 on lave trois fois avec du CH2CI2 

• . v-acide trifluoroacefcique-CH CI -dithxo6ry- 

3 On traite avec de 1 acice tiJ-j-x ^ ^ 

■" thrite (1:1 = 0.555) pendant 5 minutes ^-.^.^^^ 
4. on traite avec de I'acide trif luoroace t ique-C«,Cl2-axtl..oery- 
tlirite U^l^O. 555) pendant 25 minutes 
20 5. On lave trois fois avec du CH2CI2 

6. on lave avec dxT dimethylformamide ^-^^v^lfor- 

7. on traite avec de la tr iithylamine a 12^. dans du d.mSthylfor 
ntamide deux: fois pendant 3 minutes. 

8. on lave avec du dimethylformamide 

2 5 9. on lave trois fois avec du CH2CI2 . . ■ 

10. on traite avec 20 nunoles du derive correspondant d' amxnoac.de 
dissous dans du CK2Cl2-din>^thylformamide et on agite pendant 

5 minutes ^ 

11. on ajoute en deux portions 2 5 mmoles de diisopropylcarbodxx-^ 
30 mide sur une p^riode de 30 minutes, la dur^e de reaction etan. 

de 18 heures 

12. On lave avec du dimethylformamide 

13 On lave trois fois ayec du CH2CI2 

14 on precede a I'essal a la ninhydrine suivant Kaiser et con- 
35 sort. Anal. Biochem. . 34 595 (1970). Dans le cas d'une reac- 
tion incomplete, on repete les phases lO a 14 susdites. 
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I. On traite de la fagon suivante la peptido-resine (dans le pre- 
sent example, Boc-phe-Phe-Trp-Lys (Clz)-Thr (Bzl)-Phe-Thr (Bzl)- 
Ser (Bzl)-O-rSsine : , 

5 2. On lave trois fois avec* du CH^Cl^ 

3.. On traite avec de I'acide trif luoroac^t ique-CH2Cl2-<3ithioery- 

thrite (1:1:0,5?$) pendant 5 minutes 
4. On traite avec de I'acide trif luoroacet ique -CH^Cl^-^^ithio- 
erythrite (1:1:0, 5^5) pendant 25 minutes 
lO 5. On lave trois fois - avec du CH^Cl^ 

6. On lave avec du dime thylf ormamide 

7. On traite avec de la tri^ thylamine a I25S dans du dimethylfor- 
mamide, et ce deux fois pendant 3 minutes 

8. On lave avec du dime thylf ormamide 
15 9. On lave trois fois avec du CH^Cl^ 

10. -On traite. avec .40-. mmoles .de Boc-Asn-ONP en presence de 2-3 
gouttes d'acide acetique glacial et en dissolution dans du di- 
me thy If ormamide, la duree de reaction ^tant de 72 heures 

II. On lave trois fois avec du dimethylf ormamide 
20 12. On lave trois fois avec du CH^Cl^ 

13. On procede a la reaction a la ninh'ydrine 

La peptido-resine cit^e en rubrique, Boc-Lys (Clz ) -Asn- 
Phe-Phe-Trp.-Lys {Clz)-Thr (Bzl) -Phe-Thr (Bzl) -Ser (Bzl) -0-r6sine , est 
hydrolysee et analysee. 
25 On prepare 1' analogue D-Trp^ par le mSme -procSde , sauf 

que I'on substitue le Boc-D-tryptophane au Boc-L- tryptophane. 

Exemple 2 

g-Butvloxycarbonvl- ^-2-chlorobenzvloxvcarbonvl-L-lvsvl-L-aspara- 
qinvl-L-ph^nvlalanvl-L-phenvlalanvl-L-trvptophvl- £-2-chlor obenzvl- 
30 oxycarbonyl-L- lysyl-O-bGnzyl-L-threonvl-Ij-phenvlalanvl-O- benzvl- 
L- th re on y 1 -O-be nzyl-L-seryl-hydrazide 

La peptido-resine Boc-Lys (ClCbz)-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (ClCbz)-Thr- 
(Bzl)-Phe-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-O-resine (lO g) de I'Exemple 1 est 
m^langee avec 7 5 ml de dime thy If ormamide et ensuite avec lO ml 
35 d'hydrazine (qualite de 95j; et plus), et on agite le melange pen- 
dant la nuit. 

On filtre le melange, on lave la partie solide avec 
une quantite supplement a ire do dimd thy If ormamide et on evapore 
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les filtrats contoines jusqu'S. un petit volume. On traite le res- 
■ tc avec un exc^s d'eau pour donncr un solide que I'on dissout. 

cans une certaine quantity de dime thy If or:.an,ide . puis on prcc.p.- 
te a nouveau avec de l^eau, la production 6tant dp 2,8 g. 
5 Analyse ces aminoacides : Asp (1) 0,84 ; Thr (2) 1,62 ; Ser (1) 
O 56 ; Phe (3) 3 ; Lys (2). 2.02 ; NH3 Trp. non d6termin6s. 
■ ' on prepare 1' analogue D-Trp^ par le mgme procede . 

Exemole 3 

a-^utvloxvr>.r»nnvl-£-2- ^ -Hlnrobenzvloxvcarbonyl-L-3ysvl-L-aspara- 
„.nvi-i.-ohiryi^lanvl-I.-phe nV» a l a nvr-I .-trvptophy1-€-2-chlorobon - 

jonv] -T.-oVienvlalanvl-O-ben- 



zv 



zv 



loxvcarbonvl-L-lv svl-O-'benzvl-L- 
l-T-thrgonvl-O-behzvl-L-servl-g-benzy 



1 -L-t-butvl-l-qlutamate 



L'hydrate, Boc-Lys (ClCbz)-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (ClCbz)- 
Thr(Bzl)-Phe-Thr(Bzl)-Ser.(B2l)-NHNH2 (1,95 g ; 1 nunole) de 
15 I'Exemole 2 est dissous dans du dimethylf ormamide (environ SO ml) 
refroidi a -20OC. et on traite avec du HCl/EtOAc (4.7 N ; 0,6 ml), 
puis avec-du nitrite d'isoamyle (0,2 :ml). -- On agite Xa .solution 
pendant 10 minutes ^ -20-C,.puis on la rend alcaline avec du NEt3 
(O 6 ml). A cette solution, on ajoute du H-Glu (O-tert-Bu)-OBzl 
20 (o's g) et o-n agite a •-20»C pendant 1 heure , puis a 0»C pendant 
4 jours. on gvapore^e melange jusqu'^ siccitS sous vide et on 
triture le reste avec un exces d'eau pour obtenir un solide blanc 
qu'oh lave sur le filtre avec lO% d'acide citrique et de I'eau. 
La production est de 1,9 g. 
25 Analyse des aminoacides : Asp (1) l.Ol ; Thr (2) 1,73 ; Ser (1) 
0,68 ; Glu (i) 0.84 ; Phe (3) 3 ; Lys (2) 2,1 ; NH3, Trp. non de- 

terminus, ^ 5 xl- 

L' analogue correspond.ant contenant du D-Trp est combi- 
ne avec du H-Glu(0-tert-Bu)-0-3zl par le meme procede. 
3d Analyse des aminoacides : Asp (1).1.14 ; Thr (2 ) 2 . lO ; Ser (1) 
0.71 ; Glu (1). 1.26 ; Phe (3)- 3 ; Lys (2)- 1,74 ; NH3 (D 2,72 ; 
Trp, non d^ termini. 

Exemple 4 

£-2-chlorobenzvloxvcarbonv ^'-T-^v^c:^^^-T-asp a^aqinv^-T,-phgnYlalanyl - 
35 T-.>,..nv1a1anvl -T-^>•»^^nohvl-^-2-chl orobe n ^ y^oxycarbonyl-L-lysyl- 
^ ,_...v.^.„v-,-T-o ).>^»^n.l.nvl-0-^.on7y1-T.-threonv1-0-bonzyl - 

L-servl-c-benzvl-L-plu tnmate 

L'undccapeptide protege, Boc-Lys (ClCb2)-Asn-Phe-Phe- 



Trp-Lys (ClCbz)-Thr (Bzl)-?he-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-Glu.(0-t-Bu)-032l 
(1,8 g) de I'Exemple 3 est milange avec 3 ml d'anisole et on 
traite avec 50 ml de TFA pendant 30 minutes a la temperature am- 
biante. On evapore la solution jusqu'^ siccite sous vide et on 
5 balaye deux fois le reste avec.de I'^ther. On triture le xeste 
avec de 1' ether et on dissout la matiere solide dans une certaine 
quant i-te de dime thylf ormamide . On verse cette solution dans lOO 
ml d'une solution de NH^QAc dans de I'eau, a jus tee au pH- de 6,5. 
On rScolte la matiere solide blanche qui precipite et on seche 

.10 pour obtenir 1,35 g de la matiere identifiee precedemment . 

Analyse des aminoacides : Asp (1) l,o2 ; Thr (2) .1,64 ; Ser (1) 
0,66 ; Glu (1) 0,80 ; Phe '(3) 3 r Lys (2) 1,99 ; im^ (1) 1,74 ; 
Trp, non de termine .(rp^ = acide trifluoroacetique ) ' 

On supprime partiellement . la protection de I'analogue 

15 D-Trp de la meme maniere. 

Exemple 5 

L-lvsvl-I,-a soaraqinyl-L"Phenylalanvl"L-phenylalanvl-L-trvptophvl- 
L-lysvl-L" threonvl-L-phenylalanvl--L"threonyl-L-seryl"L-qlutamvl 
(cyclo g-lysvl a -y-glutamvl) peptide 

undecapeptide, H-Lys (ClCbz)-Asn-Phe-phe-Trp-Lys 
- (ClCbz)-Thr (B2l)"Phe-Thr (BzD-Ser (B2l)"Glu(OH)OBzl (l,lg) de 
I'Exemple 4 est dissous dans. 250 ml de dime thylformamide et lOO 
ml de CH^Cl^, melange a du N-hydroxybenzotriazole (1,3 g) refroi- 
di dans un bain de glace et traite avec du DCC (0,5 g) pendant 2 
25 heures a froid, puis pendant 3-0 heures k la temperature ambiante. 

On evapore le melange jusqu'a siccite, on triture le 
reste avec de I'eau pour obtenir un precipite qu'on lave avec du 
KHCO^ aqueux, de I'eau, une solution aqueuse a lOjS d'acide citri- 
que, et de I'eau, puis on desseche. On fait digerer le solide sec 
30 avec du EtOH absolu au bain-marie ,qu • on laisse revenir a la tem- 
perature ambiante, puis on.filtre. Xa matiere se trouvant sur-le 
filtre (570 mg ) est mise en suspension dans du AcOH-H^O (lOO ml, 
1/1) en melange avec 10. rJ ce Pd-C (lOO mg ) , et on precede a hy- 
drogenation pendant 20 heures. On separe le catalyseur et on 
35 evapore le filtrat jusqu'a siccite, puis on le reprend dans du * 
AcOH aqueux dilue et on lyophilise pour obtenir 82 mg d'une pou- 
dre qui est lo produit idcntifie ci-dessus. 

(n-butanol-eau-acide acetique glacial, 4:5:1) : O, GO 
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(n-butanol-eau-acide acetique glacia 1-pyridine , 30:24:6:20): 
.0,70 

Analyse des aminoacides : Asp (1) 0,97 ; Thr (2) 1,84 ; Ser (1) 
"o,73 ; Glu (1) 0,89 ; Phe (3) 3 ; Lys (2) 1,91 ; NH3 , Trp, non 

5 .determines. • . . 

Exemole 6 . 

I>-Lvsvl-L-asr>araainvl-L-ph^ nvlalanvl-L-phenylalanyl-D- tryDtophvl- 
L-lvsyl"L-fhreonyl"L-phenvlalanvl-L"threonyl-L"seryl-q lutamyl- 

(cyclo-g-lysyl a r-glutamyl ) peptide 

IQ On dissout 1 • undecapept ide par tiellement d^barrass^ de 

la protection, issu du dernier paragraphe de I'Exemple 4 (3 g), 
dans du DKF (36 ml) et du CH^Cl^ (322 ml), puis on ajoute de la 
triethylamine (0,2 ml) pour amener le pH a 7. On ajoute du N- 
hydroxyben20triazole (1 g) et on refroidit le melange au bain de 

15 glace, puis on traite avec du DCC (0,59 g) pendant 2 jours et 

sous agitation. On filtre le melange de reaction et on evapore, 
le filtrat jusqu'a un. petit volume. On. ajoute un exces d"eau 
pour obtenirune- mat iere solide blanche que l*on filtre, lave a 
I'eau et -seche -sur.-du ^^2^5- -I>e ..production . est- de- 2 , 5 g- 

20 L*undecapeptade cyclique (2 g ) , partiellement" debarras- 

se de sa protection^, a ensuite et^ traite avec de I'acide fluor- 
hydrique liquide (environ lOO ml) en presence d'ariisole (5 ml) et 
a -I'exclusion d'air pendant 35 minutes dans un bain de glace. ^ On 
separe I'exces de HF sous vide aussi vite que possible, on re- 

2 5 prend le reste dans du AcOH aqueux 2M et on extrait la phase 

aqueuse avec de 1' ether diethylique pour ^eparer I'anisole. La 
solution aqueuse est lyophilisee pour donner 1,03 g de matiere 
solide. Cette matiere brute (1 g) est appliquee a une colonne 
de Sephadex G-2 5 (2 , 5 x 120 cm) et on precede a une elution avec 

30 du AcOH aqueux . 2M. Les fractions J4 ml chacune) qui emergent 

dans les tubes 89-109 sont rassemblees et lyophilisees pour don- 
ner ;155, 8 dVun solide duveteux.. On applique ce solide a "une 
colonne de Sephadex G-lQ (1,5 x 50 cm) et on precede ^ elution. 
Les eluats dcs tubes 13-35 sont rassembles et lyophilises pour 

35 donner le compost cit^ en rubrique, 111,9 mg, W^^=-30 (0,5, AcOH 75^] 
Chromatographie en couche mince, plaques de Avicel (n-butanol- 
eau-acide acetique, 4/1/1) 0,47 ; (n-butanol-eau-acide acetique- 
pyridine, 30/2 4/6/20) , 0,71. (Di':? = Liinethylforrr^niide) 
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. Analyse des aminoacides ■ : Asp (1) 1,02 ; Thr (2) 1,96 ; Ser (1) 
0,92 ; Glu (1) 0,99 ; Phe (3) 3,12 ; Lys (2) 2 ; NIl^ (1) 1,16 ; 
Trp (1) 0,11. 

On a determine les ac^iivites d* hormone de croissance 
5 des composes de I'Exomple 5, en injectant a des rats pesant envi- 
ron 200-250 g, d'abord du nembutal dans le p^ritoine a une dose 
do 50 mg/kg, puis 5 minutes apres, par voie sous-cutanee , une so- 
lution du compost de I'Exemple 5 en solution saline a une dose 
de 2 mg/kg par rat. Des echantillons de sang sont preleves 15 

lO minutes apres injection du compose de I'Exemple 5, et le taux 
d'hormone de croissance est- determine par une radio "d^termi- ' 
naiion d* immunity *. Le taux moyen d'hormone de croissance chez 
les rats temoins (13 animaux) etait, d* apres ce que I'on a trouve, 
de 132 ± 20 ng/ml, tandis que le taux d'hormone de croissance 

15 chez les rats (13 animaux) ayant regu le compose de I'Exemple 5 
etait de 79 t 14 ng/ml. L' experience pr^cedente a ete repetee 
. mals .JLa..dosa -jdu .compose .de..l '£:xemplfi-. 5 a. ete eJ.ev6e .a 2,38 mg/kg 
et le prelevement d ' echantillons de sang a ete fait 2 heures 
apres 1' injection. Le taux moyen d'hormone de croissance chez 

20 les rats temoins (15 animaux) etait de 244 t 38 ng/ml, tandis que 
le taux d'hormone de croissance chez les rats (15 animaux) ayant 
regu le compose de I'Exemple 5 etait de 89 i 23 ng/ml. 

En suivant le meme precede, on a determine I'activite 
du produit de I'Exemple 6 deux heures apres administration de 1500 

25 ng/kg et on a trouve un taux d'hormone' de croissance de 18 i 4 ng 
par ml, tandis que le taux d'un groupe t6moin etait de 180 it 27 
ng/ml ; apres 4 heures, on trouvait un taux de 34 i 11 ng/ml, tan- 
dis que le taux du groupe temoin se situait a 182 Z 49 ng/ml. 

La decouverte d'une reduction. importante du taux d'hor- 

30 mone de croissance apres 2 heures. demontre que les composes de 
la JEormule I pre^entent, de fa^on surprenante, une activate pro- 
longee sensiblement plus longue que celle de la somatostatine 
qui, d'apres Brazeau et consort, Biochem. and Biophys. Res. Comm.. 
60, page 1202 (1974), a une demi-vie biologique d'environ 4 minu- 

35 tes. 

On a precede a une autre essai sur le compose de 
I'Exemple 5 pour determiner son effet sur les taux d'insuline et 
de glucagon. La determination in vivo donnont la liberation si- 
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multanSe dc 1 'hormone de croissance. de I'insuline et du glucagon 
a ete faite en injcctant a trois groupss dc rats mSles pesant en- 
viron 200 a 2 50 g (9 animaux par groupe) du pentobarbital dans le 
j^ritoine k.une dose dc 50 mg/k^ par rat, et en prevoyant ensuite, 
5 15 minutes plus tard, une injection sous-cutanee du compost de 
I'Exeniple 5 ^ une dose de 2,7 mg/kg ^ un grbupe de rats, une in- 
jectibn sous-cutanee de SRIF a une dose de 0,2 mg/kg S un autre 
groups de rats et une injection sous-cutanee d' une solution sali- 
ne au troisieme groups de rats. Dix minutes apres une telle in- 
10 jection, les rats ont regu, directement dans le coeur, ISO mg 
d'arginine dans 0,5 ml de solution saline . Cinq minutes plus 
tard, les rats ont ete dicapit^s, on a r6colt6 le sang et on a 
precede ^ diverses radio-determinations d' immunity. Les resul- 
tats ont indique que ni le taux de glucagon, ni le taux d'insu- 
15 line n'ont 6t6 abaisses par 1' administration du compost de • 
I'Exemple 5; tandis que les taux de. ces deux hormones ont ete 
abaisses par la...somatostatine. 

D'une maniere analogue, on a essay^ le pro'duit de 
I'Exemple 6 au cours de trois experiences distinctes, et on a ob- 
20 tenu les resultats suivants : 

Dose 

C°"P°=^ uc/kq 



GH 
na/ml 


Insuline 
uU/ml 


Glucagon 
oicocr/ml 


247±52 


194^17 


nd 


61±7 . 


152^13 


nd 


315122 


nd 


nd 


192+2 9 


nd 


nd 


nd 


183ll9 • 


.12 9±9 


nd 


9 3 ±9 


107+9 



1. temoin 

Exemple 6 3,000 
25 2. temoin 

Exemple 6 12 
3 . temoin 

Exemple 6 3.000 

nd :*non determine 

30 On peut administrer le drompose de la formule I aux mam- 

iniferes ^ sang chaud ^ . notamment- aux etxes .humains, par vole m- 
traveineuse, sous-cutanee, intramusculaire ou orale pour empScher 
la liberation de 1 "hormone de croissance lorsque .le sujet traite 
exicje un traitement therapeutique en raison d'un exces de secre- 

35 tion de somatot ropine , qui est associe a des etats, tels que 

1 ' acromegalic. La posologie onvisagec pour 1 ' adminis tra tion par 
voie orale, sous forme de comprimes ou de capsules, a de grands 
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maminifcres. est d 'environ 0,015 mg a environ 7 ng/kg de poids dc 
corps par jour, tandisque la posologie pour une injection intra— 
veineuse en solution agueuse est d' environ 0,14 pg a environ 0,15 
^g/^g poids de corps par jour. Lors d'une administration 
5 sous-cutanee ou intramusculaire, on envisage une posologie d*en— 
viron 1,5 jjg .a environ 7 mg/kg de poids de corps par jour. Evi— > 
denunent, la dose requise variera avec. l'6tat particulier que l"on 
traite, la rigueur de cet etat et la duree du traitement. 

Sx on administre 1* ingredient act if sous la forme de 
10 comprimes, un tel comprimS peut comprendre s un liant, tel que de 
la gorrjne adragante, de I'amidon de mais , de la* gelatine ; un ex- 
cipient, tel que du phosphate dicalcique ; un agent de dSsagr^ga— 
tion, tel que de I'amidon de mais, de I'acide alginique, etc ; 
un lubrifiant, tel que stearate de magnesium ; et un agent 6dul- 
15 corant ct/ou aroma tisant, comme le sucrose, le lactose, de 1* es- 
sence de wintergreen, etc. Des vehicules liquides appropri^s 
■pour une • administration iniiraveineuse 'sont une- solution, saline 
.isotonique, jdes -solutions . de tampons .phosphates , etc. 

Schema de reactions 



R-LysCl"b- Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(I?) -Thr (R^Phe-Thr (R^ -Ser (rV O-re 



Sine 



\ 



hydrazine/solvant 



(A) 



25 R"Lys(RV Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(R^)-Thr(E^-Phe-rhr(R'b-Ser{R^ -l^HNH. 



\1/ 



reactif donnant de I'acide 
nitreux in situ 



2 
(B) 



R"Lys(R^)-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(I^-Thr(I^-Phe-Thr (R^)-Ser (R^)-N 



30 



35 



CO^R 

H2NCII-C02R' 



3 

(c) 



(D) 
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20 



R 0-C=0 



•K-I.ys(RV A3n-rhe-P)iG-Trp-Lys(if )- Thr(R^)-Phc-Thr(^^^ 



5. 



.8, 



10 H-Lys(R )-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys 

' cyclisation 



separation des groupes (E) R O-C-0 . 
profcecteurs R et r8 • . \ 

. . 

. • * 9 

R 0-C=0 

(R^- Thr(R^) r-t>he-Thr (R^ -Ser(R^ -NH-CH 

HO-C=0 



15 



(F) 



o=c 

I 

HN 



20 



CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys (I^) -Thr (R"*) -Phe-ThrCR^^- Ser(R^- NHC02R' 
I 



HNR^ 



sdparation des groupes 
protecteurs restants' 

r\ R^, R^, r"*, R^ et R^ 



(G) 



v.- 



25 



30 



Fornule I 

Eicn entendu, 1« Invention n^est nvaiement liaitde ava modes 
de realisation decrits et representes qui n'oni^€te donnes qu'a 
titre d^exemple- En psirticulier, elle coinprend tous* les moyens 
constituant des eq-uivalents . techniques des noyens decrits, 
ainsi que Icrors corabinaisons, ei6elles-ci soni; executees suivant 
son esprit et raises en ocuvre dans le cadre des revendications 
qiii suivent . ... 
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RZVENDICATIONS 

1. Composes nouveavii caracterises en ce qu'ils appartiennent 
k la classe comprenant les composes : 

P=f ■ (CH ) 

HN ^ 2 n 

I ? 

H2N( ) ^-CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-UH-CH-COgH 

(I) 
et 

0=C ■ ^^^2)^ -; 

HN 0 ^ " 



10 (p-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(R^^)-Thr(R^)-Phe-Thr(R^)-Ser(R^)-NH-CE-CO^ 

(IV) 

et leurs sels d' addition d'acide non toxiques, formule dans lesquel- 
1 5 les Trp represente le D-tryptophyle ou le L-tryptophyle et tous les 

autres aminoacides eont de la configuration L ; 

R represente de I'hydrogene oil un groupe protecteur poxir le 

substituant amino de chaine latdrale, choisi parmi le benzylpxycar- 

bonyle, le tosyle, le t-amylozycarbonyle , le t-butyloxycarbonyle, le 
20 diisopropylmethoxycarbonyle et les benzyloxycarbonyles substitu^s, 

dans lesquels le substitxiant est constitud par un radical halo ou 

nitro ; 

R , R et R represente de I'hydrogene ou un groupe protectexor 
pour le groupe hydroxyle alcoolique de la threonine et de la serine^ 
25 ce groupe ^tant choisi parmi I'acetyle, le benzoyle, le butyle ter- 
tiaire, le trityle, le benzyle, le dichloro-2,6 benzyle et le ben- 
zyloxycarbonyle ; 

R^ ^ represente de I'hydrogene ou xan groupe protecteur pour la 

1 2 

fonction amino , • choisi parmi les groupes d^f inis "Dar R ; 
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represen-te de l*hydrogene ou un groups protecteur - 
carboxyle choisi paxmi les alcoyles C^-Cg, le benzyle, les benzyles 
substitues, le phenacyle, le - phtalimidoniethyle, le "benzhydryle , le 
trichloroethyle, le 4-picoijae, le (S -methylthio^thyle , le 4-(methyl- 
thio)phenyle, le substituant sxrr le noyau de benzyle etant choisi 
parmi les radicaux nitro, methyle et nie-thoxy ; et ^ 
n est un nombre entiei/de 1 a 5, et au moins I'un des R , R , 
j^lO^ ^^^^^ different de I'hydrogene. 

2. Compose suivant la revendication 1, caracterise en ce que 
n est egal a 2. 

3. Compose suivant la revendication 1, caracterise en ce que 
Trp est D-tryptophyle- 

4. Compost suivant la revendication 1, caracteris^ en ce que 
Trp est L-tryptophyle. 12 

5. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que R 
et R^° sont du 2-chlorobenzyloxycarbonyle, R^, r''' et R^ sont du 
benzyle et R^ ^ du benzyle* 

. . . .6^ JCfouveaux jcompos^s, . caracterise s en ce qu'.ils sont constitu^s 
par des composes repondant k la forniile r 

0=C '-^ : : ^F^2^n 

KIT 0 I 
H2N( CHg )^ CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-NH-CHCO^K 

et par leurs sels non toxicues, formule dans laquelle n est un nom- 
bre entier de 1 a 5, et tcus les aminoacides chiraux dtun tel com- 
post sont de la configuration L, saTof pour le TrP^qui est de la 
configuration D ou L. 

7. Composes suivant la revendication 6, caracteris^s en ce qu' 
ils sont constitues par un L-lysyl-L-asparaginyl-Ir-phenylalanyl-L- 
phenylalanyl-Ir-tryptophyl-I^lysyl-I-threonyl-I-phenylalanyl-Ir-threo- 
nyl-I^seryl-X-glutamyl (cyclo-^-lysyl a y -glutamyl )peptide ou un 
sel non toxique de celui-ci. 

8. Composes suivant. la revendication 6, caracteris^s en ce 
quMls sont consitues par un L-lysyl-L-asparaginyl-L-phenylalanyl- 
L-phenylalanyl-D-tryptophyl-Ir-lysyl-L-threonyl-I^phenylalanyl-L- 
threonyl-L-seryl-L-glutasyl ( cycle ei/-lysyl a y-glutamyl) peptide ou 
par un sel non toxique de celui-ci. 

9. Kouveaux composes, caract^rises en ce qu'ils repondent a la 

formule : 
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R-LyB(R'' )-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys(R^)-Thx-.(R^)-Phe-Thr(R^)-Ser(R^)-R^ 

(II) 

dans laquelle Trp repr^sente le D-tryptophyle ou le L-tryptophyle, 
et toxis les autres aminoacides chiraux sent de la configuration L 
R d^signe un groupe protecteiu: o--amino qui est separable sous 
des conditions qui ne separeront pas les groupes protecteurs R^ et 

1 2 

R et R d^signent vtn groupe protecteur pour le substituant 



amino de chalne lat^rale de la lysine, ce group^rotecteur etant S 

10 choisi parmi le benzyloxycarbonyle, le tosyle, le t-amyloxycarbonyle^ 

le t-butylozycarbonyle, le diisopropylm^thoxycarbonyle et legl^enzy- i 

loxycarbonyles substitues, le substituant etant choisi parmi les v 

1 2 

xadicaux halo et nitro, et R et R etant differents dudit groupe 

R ; 

15 y R et R.: representent .:de'.l--'/hydrogene -ou-un groupe -protec- 

tevir pour le groupe .±iydroxyle.^co£>lique. de.JLa threonine et de la 
serine, ce groupe protecteiir etant choisi parmi I'ac^tyle, le ben- 
zoyle, le butyle tertiaire, le trityle, le benzyle, le dichloro-2,6 
benzyle et le benzyloxycarbonyle; et 

20 est choisi parmi OH, ITONHgr N^t OCH^ et 



— 0* 




10. Compost suivant la revendication 9, caract^risd en ce que 

1 2 

R est un tert-butyloxycarbonyle, R et R sont du 2-chlorobenzylcxy- 
carbonyle. et R"^, R et R"^ sont du benzyle • 

11. Composd suivant la revendication 10, caracteris^ en ce que 
25 R^ repr^sente • 

12. Compost suivant la revendication 10, caract^rise en ce que 
R^ est 
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13. Nouveauz composes, caract^ises en ce qu'ils repondent 
auz formules : R^O-C=0 

5 » 

r'^-Lvs (R1 ) -Asn-Phe-Hie-Trp-Lys (R^ ) _Thr (R^Hie-Thr (R^-Ser (R^ ) -NH-CH 



RPb-C=0 



(A) 
et 



r'^ -Lys(R^ )_Asn-The-The-Trp-Xys(R2VTlB:(R^)-Ilie-TfarXR^-Ser (R5) -1^^ 

HgNHN-OrO 



(B) 

formules dans lesquelles Trp repr^sente le D-tryptophyle ou le L- 
tryptophyle, et tous les aatres aminoacides chiraux sont de la confi- 
giaration L ; 

R^ et r2 -d^signent un groupe protecteur pour le substituant 
amino de chaine lat^xale de la lysine, ce groupe protecteur ^tant 
choisi parmi le benzyloxycarbonyle, le tosyle, le t-amyloxicarbonyle , 
le t-butyloxycarbonyle, le diisopropylmethoxycarbonyle et les ben- 
zyloxycarbonyles substitu^s, le substituant ^tant choisi parmi les 

radicaux halo 'et nitro j 

R^, R^ et Bp representent de I'hydrogene ou un groupe protecteur 
pour le'groupe hydroxyle alcoolique de la threonine et de la serine, 
ce groupe^otecteur ^tant choisi parmi I'acetyle, le benzoyle, le 
butyle tertiaire, le trityle, le benzyle. le dichloro-2,6 benzyle , 
et le benzyl oxycarbonyle ; 

r7 represente de I'hydrogeae ou un groupe protecteur a. -amino. 
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ce groupe protecteur o. -amino etant differeno des groupes protecteurs 
1 2 * 

R et R , ce groupe protecteur Ol -amino etant separable solls des 

conditions qui ne separeront pas les grouDes protecteurs r" et R^: 

R repr^sente de l*hydrogene ou un groupe protecteur caboxj'-le 

de chaine laterale, qui est separable sous des conditions qui ne 

separeront pas le groupe protecteur carboxyle R^ ; 
q 

R^ est un groupe protecteiar ct-carboxyle qui est^table sous les 

conditions de reaction qui provoquent la separation des groupes pro- 
7 8 

tecteiars R et* R , ce-^groupe protecteur cx-carboxyle ^tant choisi 

parmi les alcoyles C^-Cg, Xe benzyle, le phenacyle, le phtalimido- 

methyle, le benzhydryle, le trichloroethyle, le 4-picolyle, le 

0-mdthylthioethyle, le 4-(inethylthio)phenyle et les benzyles subs- 

titues, le substituant etant choisi parmi les radicaiox nitro, 

mdthoxy et methyle ; 
1 3 

R designe de I'hydrogene ou un groupe protecteur choisi 

q 

.parmi .aeiis.qui .ont et6 ddfinxs poior R ; et 
h. est umiombre entier de 1 a 5* 

14. Compost suivant la xevendication 13, caracterisd en ce qu' il 

1 2 

correspond k la formule (A) dans laquelle R et R d^signent du 

2-chlorobenzyloxycarbonyle,R^, R^ et R^ sont du benzyle, r'^ est du 

8 9 
t-butyloxycarbonyle, R est du t-butyle et.R est du benzyle. 

15. Compost suivant la revendication 13, caract^ris^ en ce qu*il 

1 2 

correspond a la formule (A), dans laquelle R et R designent du 

_ 3 4 S 7 

2-chlorobenzyloxycarbonyle, R , R et R-"^ ddsignent du benzyle, R 

8 9 
designe de l^hydrogene, R designe ^galement de I'hydrogene et R 

est du benzyle. 

16. Proc^d^ de pr^jjaration d'un compost r^pondant k la formule : 



• I II 

H2N(CH2)^-CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-NH-CH-C02H 

(I) 

dans laquelle Trp represente du D-tryptophyle ou du L-tryptophyle 
et tous les autres aminoacides sont de la configuration L, carac- 
t^rise en ce qu'il comprend 1 ' enlevement du oviAesi^roupes protecteurs 
dun compost correspondant de la formule : 
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10 



0=C (j^^2>n 

EN 0 ' 11 

CH-C-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Tha--I^e-Thx-Ser-ra-CH-C02R 

dans laquelle n, R^, R^ R^R^rIO ^ et R^^ signification 
donn^e dans la re vend icalion 1, et ,si on le desire, la conversion 
du compose de formule I ainsi oT^tenu en un sel d'^ddition d'acide non 

toxique . , , i -i 

17. Precede suivant la revendication 16, caract^rise en ce qu xl 
est affectum en utilisant une hydrcgenolyse ou du fluorure d' hydro- 
gene/ anisole. 

18 Proced^ de preparation d'un compost r^pondant k la formule : 



15 0=C 



• (F2^n 

HN 0 ' „^ „11 



I 

L-iAsn-Phe-I^e-Trp-L^s-^^^^^^ 
^\ 

I 10 (IV) 
20 HN-R 

dans laquelle Trp repr4sente du D-tryptophyle ou du I^tryptophyle et 
tous les autre aminoacides sont de la configuration L, tandxs que n, 
R^ r"^ , R? R^^ et R^^ ont la definition donn^e dans la re- 

vendication 1, carlcterise en ce qu'il comprend la cyclisation (i) 
25 d'un compose dgla formule : 

R^O-C=0 

H-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Iys-Thr-Phe-Tlur-Ser-Hn-CH 

1^ n 
HO-C=0 

(P) 

en presence d'un agent de cyclisation. ou bien (ii) d'un compose 
de la formule : 
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H-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-1\IH-CH 




n 




formules dans lesquelles Trp represente du D-tryptophyle ou du 

L-tryptophyle et totis les autres aminoacides chirauz sont de la 

1 2 

configuration L ; et R sont identiques ou diff^rents et repre- 
sent ent des groups s protectevirs pour le substituant amino de chaine 
lat^rale de la lysine ; R*^ , R^ et R^ repr^sentent ind^pendanmient 
de l^hydrogene ou un groupe protectexrr pour le groupe hydroxyle al- 
coolique de la threonine et de la serine ; R^ et R^ ^ sont des grou- 
pes protecteurs a-carboxyles, et n est un nombre entier de 1 a 5, 
et, si on le desire, la separation d'un ou plusieurs groupes pro- 

■tecteurs-.A-partir-dii compost de "la for mule IV ainsl- obtenu, pour 

.obtenir .d» autres composes de formule IV, 

19. Eroc^d^ de preparation d'un- compost de la formule IV 
suivant la revendication 18, caracterise en ce que l^agent de cycli 
sat ion est du n,N^-dicyclohexylcarbodiimide bu du N-hydroxybenzo- 
triazole. 

20. Rrocede selon la revendication 19, caract^ris^ en ce qu'il 
est effectud h une temperature situde entre -40 et +20°C, 

21. rtoc^de suivant la revendication 18, caract^rise en ce que 
le compose de formule (P) est prepare par (i) combinaison d'\m 
compose de la f ormxile : 

R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser (R^)OH 



(R1) 





(Ila) 



ou d'un derive fonctionnel acylant de celui-ci, avec un compost de 
la formule : 
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• CO r8 

1 2 

(CH^) 

H2N-CH-C02R^ (D) - 
poux obtenir un compost de la fonniile : 

I 

R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-lys-Thr-Phe-Thx-Ser-Nh-C 
(k^) (1 



R^O-C=0 

Ill(a) 

1 2 3 -04 5 a. Tj9 o^"*^ 1^ d^fini- 
10 formvaes dans lesquelles R , R , R , R , R et ft 

tion donate dans la revendication 1 8, R represents xm groupe pro- 
-tectetix o.-anmio - qui •est 'S^mxable-sous-'des icondiirLons qxii Tie s^pare- 
ront pas .les. groupes .protecteurs rV et R^, Jti® est un groupe protec- 
teur carboxyle de chalne laterals, qui est separable sous des condi- 
15 tions qvii ne s^p.areront pas le groupe protecteur R , et (ii) separa- 
tion selective .des groupes protecteurs R et R . 

22. Proc^de suivant la revendication 21, caracterise en ce que 
le derive fonctionnel du compost de formule (Ila) est I'azide. 

23. Proc^de suivant la revendication 22, caracterise en ce que 
20 la combinaison est effectu^e a une temperature comprise entre 

-25*>C et +0«>C. 

24. Pl-ocede suivant la revendication 22 ou 23, caracterise 
en ce que iQ^erive azide du compose de formule (Ila) est prepare 
par (i) reaction d'un compose correspondant ayant pour formule : 
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15 



/ 




(R^ (^^) (r5) (R^) (r5) 

R-Ly s-Asn-?he-?he-Tr t)-Lys-Thr-Phe-Thr-S er 

OCH r^sine 

- 2 \. de support / 
\ fie polystyrene 

5 avec de l'hydre,zine pour dormer un compose correspondant de formule: ""-^ 

R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trri-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-HHNHj % 
(Rl) (R*) ^5) I 

11(c) % 
et (ii) reaction de I'hydrazide de formule 11(c) aveoi'acide nitreux. 

10 25. Procide selon la revendication 21 , caracteris^ en ce que 

le composd de formvile II (a) est pr^par4 (i) en separant un compose 
. .correspondant. de orjmile : 



Tl_lf3-Asn-Phe-I^e-TTp-IiyTS-Tto-The-Thr-Ser-0CE2 
(R^) (R^) (R^) 

11(b) 

par m^thanolyse pour donner un compost de formule 




R-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-OCH^ 
(Rb (R^) (r"^) 

11(d) 

20 et (ii) en hydrolisant le compost de formule 11(d). 

26. Proc^d^ selon la revendication 24 6u 25, caracteris^ en 
ce que le compost de formule II Cb) est prdpar^ en combinant se- 
quent! ell ement lesaLminoacides protegeset activ^ Ser, Thr, Phe, Thr, 
Lys, Trp,.JRhe, Phe, Asn, Lys- dans des conditions de synthese en 

25 phase solide k un support de r^sine chloromethyleeou hydroxymethylee- 

27. Proc^d^ selon I'une quelconque des revendi cations 16 a 26, 
caract^rise en ce que Trp est D-tryptophyle • 

28. Precede de preparation d » lon/Sompose de formule III selon 

la revendication 15, caracterise en ce qu» il consist e a combiner un 
30 compost de formule : 
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R-Lys-Asn-Phe-Fne-TrT>-lys-Thr-Phe-Thr-Ser (R^ ) OH 

II (a) 

ou son derive f onctioxmel acycaanfc avec un compose de f ormule 

CO,R° 

N-CH-CO«R^ (D) 



HgN-CH-COg 
pour dormer un compost de f orimale 



9 

R 0-C=0 
I 

■-Ser-NH-CH 



1-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-NH-CH 



R ®0-i=0 



.(Ilia) 

dans laque2ae.R-1,.-R2, .R^, H"^, r5 sP ,sont .±e2a .. .. que. d^±i^ dans 
la revendications 13, R repr^sentant un groupe protecteur O^'-amiJio 
qui est separable dans des conditions ne s^parant pas les groupe s 
protecteurs R^ et R^, R° est un groupe protecteur carboxyle de 
chaine lat^rale qui est separable dans des conditions n'enlevant pas 
R^ et si on le souhaite en ealfivart s^lectivement I'un oules deux 

' Q 

groupes protecteurs R et R . 

29. Proc^d^ suivant la revendication 28, caract^ris^ en c e que 
le derive fonctionnel du compost de f ormule (Ila) est I'azide. 

30. Proc^d^ selon la revendication 29, caracteris^ en ce que 
la combinaison est effectu^e k xme temperature comprise entre -25''C 
et +100C. 

31 . Proc^d^ de preparation d*un compost de f ormule II selon la 
revendication 9 oil R^ est JJ., . caract^rise en ce qu' il cbnsiste a 
faire r^agir un compost correspondant de formule II ovi R est 
-NHNHg avec de I'acide nitreiis. 

32. Proc^de de preparation d'un compost de formule II selon la 
revendication 9 ou R^ est -KHKHg caractdrise en ce qu'il consiste 

k faire r^agir un compose correspondent de formule II ou R est 
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/ rdsine de support \ I 
0 CH^ 1 de polystyrene ) 

avex: de 1 * hydrazine • ^^^^^^^^^^^^^^^ 

33. Proc^d^ de preparation d*un compost de formiile II selon la \ 
revendication 9, caracteris^ en ce q^u*il consiste k combiner par 
etape, les aminoacides protdg^s et actives Ser, Thr, Phe, Thr, lys, \ 
Trp, Phe, Phe, Asn et lys dans des conditions de synthese en phase c 
solide,aun support de r^sine chlorom^thyl^ou hydroxym^thylfe 

34. Composition pharmaceutique caractdris^e en ce qu^elle com- ^; 
prend un compost aelon la formule I ou un sel d'acide non toxique 
de celui-ci selon la revendication 1 , avec \in v^hicule acceptable 
du point de vue pharmaceutique. 

35. Composition pharmaceutique selon la revendication 34, 
caract^ris^e • en .ce -que - Trp : dans „le . compost _de fjormule.-.I est .l-tryp- 
tophyle* 

36. Composition pharmaceutique selon la revendication 34, carac- 
t^risde en ce que Trp dans le compost de formxile I, est D-tryptophyle 



